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Resumo 

No século XIX, com o início da Revolução Industrial, ocorreram vários problemas 
ambientais, ocasionando portanto, um grande aumento da poluição e da produção de 
resíduos. A presença de compostos de petróleo em solos e sedimentos tem sido uma enorme 
preocupação ao longo dos últimos anos. Existem várias técnicas para tratar o solo 
contaminado. A Biorremediação é uma tecnologia muito eficiente para recuperar áreas 
contaminadas com petróleo e seus derivados. Esta técnica é baseada em um processo 
natural onde microrganismos, fungos e bactérias, se alimentam da substância contaminante 
diminuindo ou exterminando sua toxicidade. O objetivo desta aula prática é, além de 
conscientizar os alunos da importância da preservação do meio ambiente e aumentar a 
responsabilidade fiscal para acidentes com derramamentos de petróleo, é também aumentar 
o conhecimento fora da sala de aula dos alunos de engenharia de petróleo, com a 
possibilidade de despertar a curiosidade do estudo de futuras técnicas que de alguma forma, 
venham contribuir com a degradação de substâncias toxicamente perigosas. A partir da aula 
proposta em laboratório será possível chamar a atenção dos alunos e entender o mecanismo 
de degradação dos microrganismos frente aos poluentes. No laboratório serão testados o 
crescimento de fungos e bactérias inoculados em derivados de petróleo como gasolina e 
diesel. 
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Study of the growth of microorganisms with potential for growth in petroderivados 


Abstract 

In the nineteenth century, with the beginning of the Industrial Revolution occurred several 
environmental problems, thus causing a large increase in pollution and waste production. 
The presence of petroleum compounds in soil and sediment has been a huge concern over 
the recent years. There are several techniques for treating a contaminated soil. The 
Bioremediation is a very effective technology to recover contaminated areas by oil and its 
derivatives. This technique is based on a natural process where microorganisms, fungi and 
bacteria feed on reducing or exterminating contaminant toxicity. The objective of this 
practice class is, in addition to aware the students about the importance of preserving the 
environment and increase the tax liability for accidents with oil spill, is also increasing 
knowledge outside the classroom the students of petroleum engineering room, with the 
possibility entice the future study of techniques that somehow, will contribute to the 
degradation of a toxic hazardous substances. From the proposed class in the lab you can call 
students" attention and understand the mechanism of degradation of microorganisms 
forward to pollutants. In the laboratory are tested inoculated fungal and growth in petroleum 
such as gasoline, kerosene and diesel. 
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1. Introdução 


As técnicas de degradação de hidrocarbonetos estão em pleno desenvolvimento, 
sendo a biorremediação um tratamento biológico bastante interessante e que se destaca 
por mostrar bons resultados para o tratamento de áreas contaminadas com diversos 
poluentes, incluindo os petroderivados. São métodos considerados mais limpos, com 
menores custos e ecologicamente corretos, pois não modificam o equilíbrio dos 
ecossistemas (Yeung et al., 1997). 


O solo possui grande diversidade de microrganismos com várias espécies 
ocupando o mesmo ambiente, e são os fungos e as bactérias responsáveis pela 
decomposição de resíduos, transformando em formas químicas mais simples o que 
condiciona o solo para um lugar mais fértil, evitando o acúmulo de carbono (Figueira - 
2009). 


A degradação de petróleo ou de seus derivados, esta fundamentada na mudança 
de sua composição, devido a reações químicas ou bioquímicas. Quando falamos em 
processo de degradação em que os fungos e bactérias são os protagonistas, chamamos 
de biodegradação. Em ambientes naturais, a biodegradação do petróleo e de seus 
derivados é complexa, dependente de sua natureza, da natureza das comunidades 
microbianas e de vários fatores ambientais que influenciam na atividade dessas 
comunidades (SPAIN et al., 1980; ATLAS, 1981). 


Os fungos e as bactérias são os principais responsáveis pela reciclagem do 
carbono na natureza, utilizando os contaminantes orgânicos, como petroderivados, 
como fonte de energia, e os oxidam, através de uma transferência de elétrons ou os 
reduzem (Robson Evaldo Gehlen Bohrer - 2009). 


O objetivo do presente trabalho será montar um roteiro de aula prática com o 
intuito de auxiliar na realização de procedimentos de laboratório, os quais, serão 
testados a capacidade de crescimento de fungos e bactérias em meio de cultura 
contaminado com derivados de petróleo como gasolina, diesel. 


Para auxiliar e proporcionar um melhor entendimento, os alunos deverão 
também realizar uma revisão bibliográfica sobre o crescimento de microrganismos em 
petroderivados. 


2. Objetivos 


O objetivo do presente trabalho será montar um roteiro de aula prática com o 
intuito de auxiliar na realização de procedimentos de laboratório, os quais, serão 
testados a capacidade de crescimento de fungos e bactérias em meio de cultura 
contaminado com derivados de petróleo como gasolina, diesel e querosene. 
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3. Material e Métodos 
3.1. Estrutura da aula 


Para a aula prática em questão, caso a quantidade de alunos ultrapasse um 
número de 40, será necessário e recomendado dividir em turmas em diferentes horários. 
Cada grupo deve trabalhar em dupla, facilitando assim, o entendimento, compreensão e 
a participação de cada aluno. 


3.2. Normas de segurança em laboratório 


Para procedimento em laboratório, é imprescindível adotar os os Protocolos de 
Biossegurança já estabelecidos, como o uso de jalecos, sapatos fechados, calças 
compridas, cabelo preso, sem brincos e colares (Comissão de Biossegurança do LACEN 
- 2007). 


3.3. Materiais e equipamentos a serem usados na aula prática 


Nas atividades de laboratório, temos alguns materiais que são constantemente 
usados (Figura 1), tais como: 


1) Tubo Falcon: Utilizado para pequenas reações, deve ser tampado com rolha de 
algodão. 

2) Becker: Serve para fazer soluções - uso geral. 

3) Erlenmeyer: Serve para guardar meios de cultura e reações em geral. Pode ser 
tampado com rolha de algodão ou gaze. 

4) Estante para tubos de ensaio: Armazena tubos de ensaio em pé. 

5) Placa de Petri: É um recipiente para meios de cultura, onde serão inoculados 
fungos ou bactérias. 

6) Pipeta volumétrica: Possui grande precisão de medida, ela mede e transfere 
volumes. 

7) Pipeta graduada: Mede pequenos volumes. 

8) Proveta: Mede e transfere volumes líquidos. 

9) Bico de Bunsen: Usado para esterilização rápida de materiais usados nos 


procedimentos de inoculação, como bisturi, agulha histológica e furador de rolhas. 

10) Swab: haste estéril e flexível com algodão na extremidade, usada para coletar 
materiais biológicos. 

11) Bisturi 

12) Agulha Histológica 

13) Furador de rolha 
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14) Alça plástica: são alças estéreis utilizada para inocular bactérias. 








“a | 
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Figura 1: Materiais usados em laboratório. Fonte: Microbiologia na sala de aula - Manual do Professor. 
2014 


Alguns equipamentos são fundamentais em laboratório de microbiologia (Figura 
2), como: 


1) Balança de precisão: Usada para pesar reagentes e meios de cultura. Muito 
sensível e utilizada para pesar pequenas quantidades de uma forma muito 
precisa. 

2) Autoclave: Equipamento muito usado em laboratórios para esterilizar materiais, 
como frascos, placas de Petri, bisturi, etc. O processo de esterilização se dá 
através do calor vapor/ pressão, chegando a uma temperatura de 121 °C. 

3) Estufa: Ideal para o crescimento de microrganismos 

4) Capela: É um equipamento de proteção coletiva (EPC). Sua função é exaurir 
vapores agressivos, partículas ou líquidos com concentração perigosa. 

5) Skaker de bancada: Incubadora digital com dupla ação orbital e alternativo 

6) Espectrofotômetro (Shimadzu): Possui a função de tomada de pico que permite 
uma clara e precisa detecção dos mais sensíveis comprimentos de onda. 
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Figura 2. Equipamentos fundamentais em laboratório de Microbiologia. 


3.4. Material biológico 


3.4.1. Fungos 


Serão testados dois gêneros de fungos, Aspergillus e Penicillium, que mostram-se 
bastante interessantes em estudos de biorremediação de materiais petroderivados. 


3.4.1.1. Cultivo dos fungos em Batata - Dextrose - Agar (BDA) 


Os fungos serão crescidos em placas de Petri em meio de cultura batata- 
dextrose-ágar (BDA), acrescido do antibiótico Cloranfenicol, 28 °C. Um disco (ø 5mm) 
de micélio fúngico será inoculado no centro da Placa de Petri, contendo BDA e será 
também adicionado ao meio duas diferentes concentrações de gasolina e diesel. O 
controle será uma placa de Petri sem adição dos compostos derivados de petróleo 
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mencionados. As placas serão crescidos em estufa incubadora sob controle de 
temperatura a 28 + 2 ºC. O crescimento será feito em triplicata. 


Como o meio de cultura BDA é a base de água, será necessário que a gasolina e 
o diesel sejam diluídos no solvente Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) a 5% para sejam 
incorporados ao meio e forme uma solução homogênea. 


Serão também testados os crescimentos de fungos em: 
e BDA+SDS+ Gasolina 
e BDA+SDS + Diesel 
e BDA + SDS (Placa controle I para verificar ausência de contaminante no SDS) 
e BDA (Placa controle II para verificar ausência de contaminante no BDA) 


3.4.3. Velocidade de crescimento em BDA acrescido de gasolina e diesel 


Para determinação do halo de crescimento, com o auxílio de uma régua 
graduada, serão traçadas no fundo de cada Placa de Petri duas retas perpendiculares, 
passando pelo centro do disco do micélio fúngico inoculado. A velocidade de 
crescimento será avaliada pela medida do crescimento do raio de cada colônia no 3º, 4º, 
5º, 6°, 7°, 10°, 11°, 12º, 13º, 14º dia, após a inoculação (STAHL & PARKIN, 1996). 


Todos os experimentos serão fotografados para posterior ilustração de trabalhos, 
artigos ou apresentações de congressos. 


3.4.2.1. Cultivo das Bactérias 


Inicialmente será testado a toxicidade dos compostos. Para isto as bactérias serão 
cultivadas em meio rico LB líquido (Luria-Bertani - triptona 10g/L; extrato de levedura 
5 g/L; NaCl 10g/L) será utilizado tubo falcon (50 mL) e o volume final de ensaio será 
de 10 mL, como este meio também é a base de água será necessário a adição de SDS 
(5%) para homogeneização dos contaminantes. A concentração dos contaminantes será 
de 2% e então as bactérias serão cultivadas em skaker de bancada a 150 rpm e 37 °C. 

e LB+ SDS + Gasolina 

e LB+ SDS + Diesel 

e LB+ SDS 

Será também realizado o crescimento em SDS para testar se nãocausaránenhum 
efeito tóxico nas bactérias. 

Realizado o teste inicial as bactérias que crescerem serão então testadas em meio 
mínimo mineral (10 mL de FeSO4 a 1 mM, ImL de MgSO; a 1M, 0,5 mL de CaCl, a 
IM e 10 mL de M2, Iwaki, Hasegawa, 2007). Este teste será realizado para saber se 
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estas cepas conseguem utilizar os contaminantes como fonte de carbono. As condições 
do cultivo serão as mesmas, porém com substituição do meio: 

e MM + SDS + Gasolina 

e MM + SDS + Diesel 


3.4.2.2 Averiguação do crescimento das bactérias 


As amostras serão retiradas após 24 horas de cultivo e o crescimento celular será 
monitorado em espectrofotômetro (Shimadzu) pela medida da absorbância a 600 nm. Se 
houver aumento na absorbância pode-se afirmar que houve o crescimento das bactérias. 
Se houver ainda crescimento no cultivo de meio mínimo com contaminante significa 
que além destas bactérias tolerarem, elas ainda utilizam estes contaminantes como fonte 
de carbono podendo ser utilizada nos estudos de biorremediação. 


4. Resultados Esperados 


Espera-se que após as aulas práticas, os alunos conseguirão entender a 
habilidade dos fungos e bactérias em crescer em meios de cultura contaminados com 
gasolina e diesel. 


Os fungos e bactérias vem sendo empregados atualmente com grande êxito na 
biorremediação de resíduos de diversas áreas contaminadas. 


Portanto, o presente roteiro de aula prática, torna-se um estudo inicial, 
preliminar e promissor para futuros trabalhos de biorremediação em ambientes 
impactados por petroderivados, colaborando com os avanços científicos no processo de 
recuperação ambiental. 
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